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1 UVOD 
1.1 PREGLED LITERATURE 
 1.1.1 Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis je nepatogena bakterija, ki ne proizvaja ekso - ali endotoksinov. Je po Gramu 
pozitivna bakterija paličaste oblike (Harwood in sod., 1989), fakultativen anaerob in mezofil 
(Kunst in sod., 1997). Najdemo ga v zemlji, vodi in v gastrointestinalnem traktu človeka in 
živali (Hong in sod., 2009). Pri ekstremnih pogojih, kot so visoka slanost, nizek pH, 
ekstremno visoka in nizka temperatura ter pomanjkanje hranil, tvori endospore, ki omogočajo 
preživetje v neugodnih razmerah (Stragjer in Losick, 1996). Zaradi hitre rasti in nezahtevnega 
gojenja je dober modelni organizem za proučevanje metabolizma, različnih mehanizmov 
genske regulacije ter bakterijske diferenciacije. Na voljo imamo dobro razvite metode za 
njegovo genetsko manipulacijo, zato je perspektiven mikroorganizem, primeren za metabolno 
inženirstvo (Danchin in sod., 2001). 
Velikost genoma B. subtilis znaša 4,22 Mb s 43,5-% vsebnostjo GC bp. Geni, ki kodirajo 
proteine, predstavljajo 89,7 % genoma (Rasmussen in sod., 2009). Izražanja genov je odvisno 
od okoljskih faktorjev, kot so koncentracija soli, temperatura, koncentracija kisika in vir 
ogljika (Tosato in Bruschi, 2004). Pokazali so tudi, da pozicija gena v kromosomu lahko 
vpliva na njegovo izražanje (Dworkin in Losick, 2001).  
Za industrijo so pomembni mikroorganizmi, ki rastejo na ekonomsko primernih hranilih, 
lahko proizvajajo  ekonomsko zanimiv produkt v veliki količini brez neželenih stranskih 
produktov, ter da je čiščenje produkta čim bolj enostavno in poceni. Mikroorganizem Bacillus 
subtilis ni patogen in je primeren za industrijsko uporabo. Je sposoben hitre rasti na poceni 
substratih kot so melasa, koruzna omakalna vodica, sojina moka, za katere so že razviti 
robustni industrijski bioprocesi. Sposoben je zunajceličnega izločanja rekombinantnih 
proteinov, ki ne vsebujejo endotoksinov (Zweers in sod., 2008). B. subtilis ima status GRAS 
(angl. Generally Regarded As Safe), kar posledično pomeni, da registracija produkta iz vidika 
varnosti ni pretirano zahtevna (Yang Gu in sod. 2018). V industriji se Bacillus subtilis 
uporablja za proizvodnjo različnih biokomponent kot so encimi natokinaze (zdravilo za 
kardiovaskularne bolezni, funkcionalno živilo) in alfa amilaze (uporaba v tekstilni industriji in 
proizvodnji deteregentov), membranski proteini, biosenzorji (detekcija škodljivih snovi v 
okolju in hrani), acetoin, 2-3-butandiol, mlečna kislina, šikimat, malat, izobutanol, etanol, poli 
gama glutamatna kislina, vitamini (riboflavin…) in hialuronska kislina (Gu in sod., 2018). 
Optimizacija biosinteznih poti omogoča večjo produkcijo komercialno zanimivih 
metabolitov. Uporaba tehnologije rekombinantne DNA pri razvoju gensko spremenjenih 
mikroorganizmov ima velik potencial v znanosti in industriji. Omogoča razvoj in izboljšanje 
procesov produkcije bioproduktov, ki bi jih s konvencionalnimi metodami težko proizvajali. 
Tehnologija rekombinantne DNA nam omogoča vstavljanje novih genov, prekinitev 
nezaželenih genov ter kontrolo izražanja genov. Različne strategije metabolnega inženirstva 
pri bakteriji Bacillus subtilis vključujejo povečevanje pretoka ogljika v centralnih metabolnih 
poteh, zmanjševanje metabolizma, potrebnega za ohranjanje celične integritete, in 
povečevanje izločanja proteinov (Perkins in sod., 2009; Potot, 2010). 
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Za vnašanje genskega materiala v bakterijo Bacillus subtilis je metoda transformacije na 
osnovi naravne kompetence učinkovitejša od metod elektroporacije in konjugacije (Dubnau, 
1991). Za vnos DNA se uporablja tudi tehnike, kot so transdukcija, združitev protoplastov, 
transformacija z virusi, ... Vgradnja eksogene DNA v kromosom poteka na osnovi homologne 
rekombinacije. Za hitro selekcijo vnešenih genskih sprememb so bile razvite različne 
strategije (uporaba rezistence na antibiotike, sistem antitoksin/toksin, uporaba esencialnih 
genov in avksotrofne mutacije) (Perkins in sod., 2009; Potot, 2010). 
1.1.2 Najnovejše metode urejanja genoma 
Novejše metode za urejanje genoma so: ZFN (ang. zinc finger nuclease), TALEN (ang. 
transcriptor activator-like effector nucleases) in CRISPR/Cas9 (ang. clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated protein 9). Metodi ZFN in TALEN 
sta prišli v uporabo v letu 2007 oziroma 2010 (Joung in sod., 2012). Leta 2013 je bila razvita 
nova metoda CRISPR/Cas9, ki temelji na uporabi bakterijskega imunskega sistema za 
obrambo pred virusnimi okužbami. Ta metoda je od ostalih dveh učinkovitejša, enostavnejša 
in cenejša. Kljub razlikam v izvedbi je končni cilj vseh metod enak, in sicer povzročiti t.i. 
dvojni prelom DNA (Gaj in sod., 2013). Bakterijska celica lahko takšne prelome popravi po 
dveh mehanizmih, in sicer z mehanizmom homologne rekombinacije (HDR, angl. homology 
directed repair) ali z mehanizmom združevanje koncev DNA brez homologne rekombinacije 
(NHEJ, ang. nonhomologus end joining). Pri mehanizmu NHEJ gre za dodajanje in 
odvzemanje nukleotidov in združevanje obeh koncev verige. Ponavadi se v verigo doda več 
nukleotidov, kot jih je bilo pred prelomom, kar vodi do spremembe bralnega okvirja ali 
predčasnega pojava stop kodona in posledično vodi do utišanja gena. Pri mehanizmu HDR se 
prelom popravi s pomočjo matrice, ki jo lahko predstavlja bodisi drug alel bodisi fragment 
DNA z ustreznimi robnimi sekvencami, ki smo ga vnesli v celico z namenom, da služi kot 
matrica in se tako vgradi v genom s postopkom homologne rekombinacije. Pri tem 
mehanizmu se v nastalo vrzel med verigama vgradi DNA fragment, ki jih narekuje matrica. 
Na ta način lahko vstavljamo sekvence DNA na točno določeno mesto v genomu (Sonoda in 
sod., 2006). 
1.1.3 Sistem CRISPR-Cas9 
Raznolikost in zastopanost mikroorganizmov v okolju je regulirana z različnimi dejavniki, kot 
so vir hrane, fizikalno-kemijski pogoji (temperatura, pH, kisik, ...) in medsebojne interakcije. 
Bakterije prevladujejo v nekaterih naravnih okoljih, vključno z ekstremnimi okolji in v 
pogojih, ki vključujejo prisotnost virusov. Za preživetje so bakterije razvile načine za 
obrambo pred virusi. Eden takšnih načinov je sistem CRISPR, ki deluje kot imunski odziv 
bakterije na izpostavljenost virusom ali plazmidni DNA (Terns in Terns, 2011; Labrie in sod., 
2010). CRISPR predstavlja skupino enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
v bakterijskem genomu. Encim Cas9 sodeluje v sistemu CRISPR, tako da cepi specifično 
DNA zaporedje virusnega genoma. Barrangou in sod. (2007) so pokazali, da Streptococcus 
thermophilus lahko pridobi odpornost proti bakteriofagu, tako da v odsek CRISPR v DNA 
vgradi fragment virusne DNA . Obrambni odziv CRISPR-Cas ima tri glavne faze (Slika 1). V 
genomu bakterije (slika 1) je odsek CRISPR, sestavljen iz genov za proteine Cas in unikatnih 
palindromskih ponovitev dolžine 24 – 37 baznih parov, ki so ločene z distančniki-fragmente 
virusne DNA (Grissa, 2007).   
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V prvi fazi, znani kot adaptacija (slika 1), bakterija prepozna virusno DNA z vezavo 
encimskega kompleksa (Cas1, Cas2 in Csn2) in jo vstavi med palindromske ponovitve baz v 
bakterijski odsek CRISPR. (Jiang in Doudna, 2017). Kratka ohranjena sekvenca (2 – 6 baznih 
parov), imenovana PAM (ang. protospacer adjacent motif), znana kot »protospacer«, je 
komponenta tujega virusa ali plazmida in ni del bakterijskega odseka CRISPR (slika 1, tuja 
DNA). Zaporedje PAM je nujno potrebno za pravilno vezavo in cepitev tarčnega zaporedja. S 
pomočjo zaporedja PAM bakterija razlikuje med svojo in tujo DNA (Swarts in sod., 2012; 
Mojica in sod., 2009). 
V drugi fazi, znani kot CRISPR RNA biogeneza, pride do prepisovanja DNA iz odseka 
CRISPR. Nastane dolga prekurzorska CRISPR RNA (pre-crRNA), ki je sestavljena iz 
direktnih ponovitev in distančnikov (slika 1, biogeneza). Posebej se prepiše tudi tracrRNA 
(ang. trans activating CRISPR RNA), ki se nato komplementarno poveže s kratkimi verigami 
pre-crRNA, ki nosijo direktne ponovitve (slika 1, biogeneza). Komplementarna povezava 
med pre-crRNA in tracrRNA tvori dolgo molekulo crRNA (CRISPR RNA). Endonukleazi 
Cas9 in RNAza III cepita crRNA, pri čemer nastanejo kratke sgRNA (ang. single guide RNA) 
(Deltcheva in sod., 2011; Chylinsk in sod., 2013). 
V tretji fazi, znani kot »CRISPR interferenca«, se sgRNA vgradijo v proteinski kompleks s 
proteinom Cas (slika 1, interferenca), kjer služijo za prepoznavanje virusne DNA pri ponovni 
okužbi (Jiang in Doudna, 2017). Encim Cas9 (priloga A) ima dve domeni, HNH in RuvC. 
HNH (cepi gostiteljsko, tarčno verigo, ki je komplementarno sgRNA in RuvC (cepi 
komplementarno verigo). Molekula sgRNA usmerja endonukleazo Cas9, da povzroči 
mestnospecifičen dvojni zlom tuje DNA (Jiang in Doudna, 2017).  
Metoda CRISPR/Cas9 vključuje kompleks CRISPR z endonukleazo Cas9 in sgRNA. 
Kompleks specifično prepoznava in reže tujo tarčno DNA, tako da nastane dvojni prelom v 
DNA, ki ga celica skuša popraviti s homologno rekombinacijo ali nehomolognim 
združevanjem koncev. Pri teh popravljalnih mehanizmih lahko pride do insercij, delecij ali pa 
substitucije, kar vodi do inaktivacije gena. To lahko izkoristimo tudi za vnos želenega 
zaporedja DNA na točno določeno mesto v genomu, tako da v bakterijsko celico vnesemo 
zaporedje DNA, ki vsebuje homologne konce prelomljenega dela genomske DNA in deluje 
kot matrica za popravljanje preloma (Ran in sod., 2013) 
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Slika 1: Prikaz faz naravnega imunskega sistema CRISPR/Cas9. 
V genomu bakterije je odsek CRISPR, sestavljen iz genov za proteine Cas in unikatnih palindromskih ponovitev 
dolžine 24 – 37 baznih parov, ki so ločene z distančniki-fragmente virusne DNA. Zaporedje PAM je 
komponenta tujega virusa ali plazmida in je nujno potrebno za pravilno vezavo in cepitev tarčnega zaporedja. S 
pomočjo zaporedja PAM, bakterija razlikuje med svojo in tujo DNA. V prvi fazi, znani kot adaptacija, bakterija 
prepozna virusno DNA in jo vstavi kot distančnik med palindromske ponovitve baz v bakterijski odsek CRISPR. 
V drugi fazi, znani kot biogeneza, nastane dolga pre-crRNA, ki je sestavljena iz direktnih ponovitev in 
distančnikov. Posebej se prepiše tudi tracrRNA, ki se nato komplementarno poveže s kratkimi verigami pre-
crRNA, ki nosijo direktne ponovitve. Komplementarna povezava med pre-crRNA in tracrRNA tvori dolgo 
molekulo crRNA. Endonukleazi Cas9 in RNAza III cepita crRNA, pri čemer nastanejo kratke sgRNA. V tretji 
fazi, znani kot interferenca, se sgRNA vgradijo v proteinski kompleks s proteinom Cas. Kompleks specifično 
prepoznava in reže tujo tarčno DNA, tako da nastane dvojni prelom v DNA (prirejeno po Reis A. in sod., 2019) 
1.1.4 Sistem CRISPRi/dCas9 
V nekaterih primerih si ne želimo izvesti preloma DNA, s čimer bi utišali tarčni gen, temveč 
bi radi dosegli le zmanjšano izražanje gena. V ta namen so razvili modificirano metodo 
CRISPRi/dCas9 (CRISPR interference/ dead Cas9), s katero lahko reguliramo transkripcijo 
gena. Za izvedbo metode CRISPRi/dCas9 potrebujemo tarčno DNA, encim dCas9 in sgRNA 
(Qi L. S., in sod., 2013). Za utišanje izražanja gena moramo poznati njegovo nukleotidno 
zaporedje. Zaporedje mora vsebovati motiv PAM, dolg od 2 do 6 bp, ki je potreben za 
pravilno vezavo kompleksa dCas9. Encim dCas9 ima dve točkovni mutaciji, D10A (v RuvC 
domeni) in H840A (v HNH domeni). Ti dve mutaciji inaktivirata njegovo nukleazno 
encimsko aktivnost, kar pomeni da ne pride do cepitve tarčne DNA, vendar je encim še 
sposoben tvoriti kompleks s sgRNA (Qi in sod., 2013). Molekula sgRNA je sestavljena iz treh 
delov: i) regije BPR, komplementarne s tarčo (ang. basepairing region) dolžine 20 bp, ii) 
regije DH, vezane na dCas9 (angl. dCas9 handle) dolžine 42 bp in iii) končnega zaporedja Ter 
(angl. terminator). Študije so pokazale, da je sgRNA, načrtovana za vezavo na nekodirajočo 
verigo gena, bolj učinkovita v njegovi represiji (Ran in sod., 2013; Gasiunas in sod., 2012; Fu 
in sod., 2013; Qi in sod., 2013). Encim dCas9 in sgRNA skupaj gradita kompleks dCas9. 
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1.1.5 Način delovanja sistema CRISPRi/dCas9 
Kompleks dCas9 prepozna zaporedje PAM in sgRNA se komplementarno veže na tarčno 
DNA. Če se kompleks dCas9 poveže na zaporedje promotorja ali operatorja (TFBS, ang. 
transcription factor binding site), se RNA polimeraza in transkripcijski faktorji ne morejo 
povezati, kar onemogoči iniciacijo transkripcije. Ko se kompleks dCas9 poveže na 
nekodirajočo sekvenco gena UTR (ang. untranslate region) ali na kodirajočo sekvenco gena, 
povzroči blokado podaljševanja transkripta (ang. elongacija). Rezultat blokirane iniciacije 
oziroma elongacije transkripcije je zmanjšano izražanje gena, kar je lastnost, ki se uporablja v 
regulaciji izražanja esencialnih genov (Qi in sod., 2013). 
1.1.6 Uporaba metode CRISPRi 
Pri uporabi CRISPRi dosežemo zmanjšanje izražanja genov, ne pa njihove prekinitve. Metoda 
lahko zmanjša gensko izražanje do 1000-krat. V genskem inženiringu je zelo pomembna 
zmožnost manipulacije genov, ki so vključeni v metabolne poti. Zelo pomembna je možnost 
manipulacije esencialnih genov z uporabo sistema CRISPRi. Veliko aplikacij temelji na 
multiplih genskih represijah (Qi in sod., 2013). 
Znanstveniki so uporabili tehnologijo CRISPRi v bakteriji Bacillus subtilis s ciljem povečanja 
produkcije hialuronske kisline. Inhibirali so izražanje gena ftsZ, ki kodira protein FtsZ 
(pomemben v fazi celične delitve), ter gena pfkA (kodira encim 6-fosfofruktokinaze) ali zwf 
(kodira encim glukozo-6-fosfat 1-dehidorgenaze). Ta dva gena kodirata encime v glikolizi in 
pentoza fosfatni poti. S pomočjo utišanja izbranih genov so povečali donos hialuronske 
kisline (Westbrook, 2018). 
V drugem primeru so uporabljali CRISPRi za proizvodnjo N-acetilglukozamina, ki je 
pomemben v številnih bioloških procesih. S pomočjo CRISPRi so v bakteriji Bacillus subtilis 
naredili sistem za utišanje genov v sintezi N-acetilglukozamina (zwf (kodira encim glukozo-6-
fosfat 1-dehidorgenaze), pfkA (kodira encim 6-fosfofruktokinaze), glmM (kodira encim 
fosfoglukozoamin mutaze). Ti geni kodirajo encime pentoza fosfatne poti, glikolize in sinteze 
peptidoglikana. S pomočjo CRISPRi so izboljšali produkcijo N-acetilglukozamina za 5-krat 
(Wu in sod., 2018). 
V bakteriji Corynebacterium so uporabili tehnologijo CRISPRi za utišanje gena pgi (kodira 
encim 6-fosfoglukonolaktonaze), ki povzroča povečano produkcijo NADH v pentoza fosfatni 
poti, s čimer se je povečala produkcija L-lizina. Pri utišanju genov pck (kodira encim 
fosfoenolpiruvat karboksikinaze, glukoneogeneza) in pyk (kodira encim piruvat kinaze, 
glikoliza) se je povečala produkcija L-glutamata. Sočasna represija genov pgi, pck in pyk je 
povečala produkcijo lizina in glutamata. L-lizin se uporablja v živalski krmi, L-glutamat pa 
kot aditiv v prehrani (Cleto in sod., 2016). 
V bakteriji E. coli so uporabljali tehnologijo za izboljšanje produkcije flavonoidov. Malonil 
koencim A (malonil-CoA)  je glavna gradbena enota za sintezo metabolitov iz skupne 
flavanoidov, poliketidov in maščobnih kislin. Utišanje genov: eno (kodira encim enolaze, 
glikoliza), adhE (kodira encim aldehid alkohol dehidrogenaze, konverzacija med alkohole in 
aldehide ali ketone), mdh (kodira encim malat dehidrogenaze, cikel citronske kisline), fabB 
(kodira encim beta-ketoacil sintaze I, sinteza maščobnih kislin), fabF (kodira encim beta-
Zaharieva M. Uporaba tehnologije CRISPRi pri bakteriji Bacillus subtilis. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
6 
 
ketoacil sintaze II, sinteza maščobnih kislin), sucC (kodira encim sukcinil koencim A, 
podenota beta, cikel citronske kisline) in fumC (kodira encim fumaraze C, cikel citronske 
kisline) povzroči povečanje koncentracije intracelularnega malonil-CoA za več kot 223 % 
(Wu in sod., 2015). 
V drugi študiji (Lv in sod., 2015) so znižali izražanje genov sdhA (kodira encim sukcinat 
dehidrokinaze, FAD povezajoči protein, cikel citronske kisline), sdhB (kodira encim sukcinat 
dehidrokinaze, cikel citronske kisline), sucC (kodira encim sukcinil koencim A, podenota 
beta, cikel citronske kisline), sucD  (kodira encim sukcinil koencim A, podenota alfa, cikel 
citronske kisline) ali sad (kodira encim sukcinat semialdehid dehidrogenaze, cikel citronske 
kisline, metabolizem glutamata in butanoata)  v sevu E. coli, ki je proizvajal biopolimer 
P(3HB-co4HB) (ang. Poly (3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate). Po utišanju vseh petih 
genov je bila produkcija P(3HB-co4HB) dvakrat višja. Sočasno utišanje vseh pet genov 
(sdhA, sdhB, sucC, sucD in sad)  je omogočilo višjo produkcijo v primerjavi z utišanjem 
posameznega gena. 
Leta 2013 so izvedli eksperiment v katerem so primerjali učinkovitost encima dCas9 z 
učinkovitostjo encima dCas9 združenega z transkripcijskim represorjem KRAB (ang. Krüppel 
associated box).V študiji so merili izražanje gena gfp z merjenjem zelene fluorescence. 
Dokazali so, da sam encim dCas9 zmanjšanja izražanje gena za protein GFP za dvakrat, 
medtem ko encim dCas9 združen s transkripcijskim represorjem KRAB zmanjša izražanje 
gena gfp do 5-krat (Gilbert in sod., 2013). 
1.1.7 Uporaba CRISPR/Cas kot molekularnega orodja  
Raziskovalci so razvili različne oblike proteina Cas9, da bi izboljšali uporabo tehnologije 
CRISPR (Shalem in sod., 2015). Razvili so tudi tehnologijo CRISPRa (ang. CRISPR 
activation), ki deluje obratno kot CRISPRi. Pri CRISPRa gre za zružitev dCas9 z VPR  
transkripcijskei aktivatorjem, ki je sestavljen iz transkripcijskih faktorjev: VP64, p65 in Rta. 
Transkripcijski aktivator sproži izražanje prej utišanih genov oz. višje izražanje že aktivnih 
genov (Gilbert in sod., 2013).  
Epigenetske modifikacije nam omogočajo aktivacijo oziroma inhibicijo izražanja genov brez 
sprememb v DNA. Te vključujejo modifikacije histonskih proteinov ali metilacijo DNA. 
Primer utišanja izražanja gena lahko dosežemo tako, da združimo dCas9 z encimom 
metiltransferazo, ki metilira DNA okoli ciljnega gena, kar vodi v inhibicijo izražanja gena. Če 
uporabimo dCas9, zružen s histonsko metiltransferazo, demetilazo, acetiltransferazo ali 
deacetilazo, lahko sprožimo spremembe v strukturi kromatina in s tem vplivamo na izražanje 
tarčnih genov. Preko modifikacij kromatina lahko sprožimo aktivacijo ali represijo aktivacije 
izražanja tarčnega gena (Xu in sod., 2016; Hilton in sod., 2015). 
Tehnologija CRISPR/Cas je uporabna za vizualizacijo kromatina v živih celicah. Uporabimo 
dCas9, zružen s fluorofori, kot je zeleni fluorescirajoči protein, GFP (Chen in sod., 2013). 
Različne mutacije v domenah HNH ali RuvC v proteinu Cas9 omogočajo različne posege v 
genomu (Nishimasu in sod., 2014). Encim nikaza Cas9 (Cas9n) se uporablja za sproženje 
enoverižnnih zlomov v verigi DNA, ki se popravljajo preko popravljalnih mehanizmov HDR 
ali preko poti BER (ang. base excision repair). Obstajata dve variaciji encima Cas9n: Cas9n (z 
Zaharieva M. Uporaba tehnologije CRISPRi pri bakteriji Bacillus subtilis. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
7 
 
mutacijo v aminokiselini D10A) in Cas9n (z mutacijo v aminokiselini H840A), ki se 
uporabljata posamezno, če želimo doseči enoverižni zlom, ali oba hkrati, če želimo s tem 
doseči sočasno razrezovanje obeh verig na tarčnem lokusu in narediti dvojni prelom tarčne 
DNA. Popravljalni mehanizmi zmanjšajo frekvenco neželjenih delecij na netarčnih mestih v 
genomu (Standage-Beier in sod., 2015; Cong in sod., 2013; Riordan in sod., 2015). 
1.2 OPREDELITEV RAZISKOVALNEGA PROBLEMA 
V obsegu dela diplomske naloge smo želeli vzpostaviti tehnologijo CRISPRi v bakteriji 
Bacillus subtilis. V prvem koraku smo želeli integrirati v genom gen za encim dCas9. S 
pomočjo CRISPRi smo želeli zmanjšati izražanje gena za GFP. Pričakovani rezultat je 
zmanjšana zelena fluorescenca. Novo znanje bi omogočalo nov pristop v kontroli izražanja 
ciljnih genov. 
1.3 DELOVNA HIPOTEZA 
Z uporabo tehnologije CRISPRi v mikroorganizmu Bacillus subtilis lahko uspešno 
zmanjšamo izražanje gena za GFP. 
2 MATERIALI IN METODE 
2.1 PRIPRAVA PLAZMIDOV IN HOMOLOGIJE 
V preglednici 2 so prikazani fragmenti, ki so bili uporabljeni za pripravo sistema CRISPRi v 
bakteriji Bacillus subtilis. Delali smo na že obstoječem sevu BS-GFP (Bacillus subtilis z 
vnešenim genom za GFP) (preglednica 1), kateremu smo najprej s pomočjo plazmida pJMP1 
vstavili gen za dCas9 (priloga C).  
2.1.1 Plazmid pJMP1 
Plazmid pJMP1 smo namnožili v bakteriji E. coli, ga izolirali in potrdili z restrikcijo analizo 
na gelski elektroforezi, da je v plazmidu prisoten gen za dCas9 (priloga C). Izolirani plazmid 
smo uporabili za transformacijo seva BS-GFP. 
2.1.2 Fragment sgRNA1-GFP  
Na osnovi nukleotidnega zaporedja za GFP (priloga A) smo s pomočjo bioinformatskega 
programskega orodja Benchling (www.benchling.com) dobili tarčno zaporedje za sgRNA, 
optimizirano za delovanje/vezavo dCas9 (Preglednica 3). V programu SnapGene smo 
sestavili prvi linearni fragment (ywhL-L+sgRNA1-GFP) (preglednica 2) in sintetizirali ciljni 
fragment DNA. Fragment smo dobili v liofilizirani obliki, zato smo ga najprej raztopili. Drugi 
linearni fragment (SpecR+ywhL-R) (preglednica 2) je bil že predhodno narejen. Pred ligacijo 
smo oba fragmenta rezali z restrikcijskim encimom XbaI. 
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Preglednica 1: Priprava sevov 
Oznaka seva Starševski sev Opis seva Komentar 
Bacullus subtilis 
AB472 
 Divji tip Sev AciesBio 
BS-GFP B. subtilis 
AB472 
Transformacija seva B. subtilis 
AB472 z linearnim fragmentom PCR 
amyE-L+ gfp + KnR + amyE-R.  
Predhodno narejen (AciesBio) 
BS-dCas9 BS-GFP Transformacija seva BS-GFP s 
plazmidom pJMP1 
Plazmid pJMP1 se integrira v 
lacA B. Subtilis in izraža gen 
dCas9 (Peters in sod., 2016) 
BS-sg9 BS-dCas9 Transformacija seva BS-dCas9 z 
linearnim fragmentom PCR sgRNA1-
GFP 
Linearni fragment se integrira v 
ywhL B. subtilis in izraža gen za 
sgRNA 
 
Preglednica 2: Priprava konstruktov 
Ime plazmida/konstrukta Sestava konstrukta Opis konstrukta 
pJMP1 lacA-L+dCas + 
EryR+lacA-R 
Plazmid AciesBio  
Fragment 1 ywhL-L+ sgRNA1-GFP Umetno sintetiziran 
Fragment 2 SpecR + ywhL-R Predhodno narejen (AciesBio) 
Fragment sgRNA1-GFP ywhL-L+ sgRNA1 -
GFP+SpecR + ywhL-R 
Ligacija Fragmenta 1 in Fragmenta 2 
Preglednica 3: Priprava sgRNA 
PAM Sekvenca Gen 
GGT 3"   ACGGGCTTCCAATACATGTC  5" Tarčno zaporedje GFP 
CCA 5"  TGCCCGAAGGTTATGTACAG  3" Zaporedje sgRNA1-GFP 
(reverzni komplement) 
Preglednica 4: Geni uporabljeni v projektu in njihova uporaba 
Oznaka 
gena 
amyE gfp KnR, EryR, 
SpecR 
lacA dCas ywhL sgRNA1 -
GFP 
Opis 
gena 
kodira 
encim α-
amilaze 
Kodira 
protein GFP  
Rezistenca na 
antibiotike: 
kanamicin, 
eritromicin 
spektinomicin 
ki kodira encim 
β galaktozidaza 
Kodira encim 
dCas9 
kodira 
neokarakteriziran 
protein 
zaporedje 
sgRNA 
Uporaba Fragment 
PCR 
amyE-L+ 
gfp+ KnR 
+ amyE-
R se je 
vgradil 
namesto 
gena 
amyE 
Gen gfp 
izraža 
protein GFP, 
ki smo ga 
uporabljali 
za 
ovrednotenje 
tehnologijo 
CRISPRi 
Selekcijski 
marker, ki nam je 
omogočal 
enostavno 
selekcijo 
transformant, ki 
so uspešno 
prejele plazmid s 
transformacijo 
Plazmid pJMP1 
sestavljen iz 
lacA-L+dCas + 
EryR+lacA-R se 
je vgradil 
namesto gena 
lacA 
Gen dCas9 
smo 
integrirali v 
genom 
bakterije BS-
GFP  z 
namenom 
uporabe 
tehnologije 
CRISPRi 
Linearni 
fragment ywhL-
L+ sgRNA1 -
GFP+SpecR + 
ywhL-R se je 
vgradil namesto 
gena ywhl 
Integracija 
v genom 
bakterije 
BS-dCas9 
z 
namenom 
uporabe 
tehnologije 
CRISPRi 
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2.2 TRANSFORMACIJA  
Transformacija obsega vključitev gole DNA iz izvenceličnega okolja v genom prejemniške 
kompetentne bakterije (Chen in Dubnau, 2004). Za izvedbo eksperimenta smo uporabljali dve 
različni metodi transformacije za dva različna mikroorganizma. Za transformacijo E.coli smo 
uporabljali elektroporacijo, za transformacijo bakterije Bacillus subtilis pa transformacijo na 
osnovi naravne kompetence (ang. natural competence).  
2.2.1 Transformacija E.coli s plazmidom pJMP1 s pomočjo elektroporacije 
Elektroporacija je postopek, pri katerem se pod vplivom električnega toka poveča prepustnost 
celične membrane za izvencelično DNA. V 50 µl predhodno pripravljene elektrokompetentne 
kulture E.coli DH10β smo dodali 0.5 µl plazmida pJMP1 in mešanico dobro resuspendirali. 
Celoten volumen smo nato prenesli v elektroporacijsko kiveto in jo izpostavili električnemu 
toku (2 kV, 600 Ω, 25 μF). Inkubacija je potekala 30 minut v vodni kopeli, pri 37 °C. Po 
inkubaciji smo celice nacepili do posameznih kolonij na trdno gojišče 2TY, obogateno z 
ustreznimi antibiotiki, ki omogočajo selekcijo celic, ki so uspešno sprejele plazmid. Plošče 
smo inkubirali čez noč pri 37°C. Naslednji dan smo pripravili prekonočne kulture tako, da 
smo posamezne kolonije inokulirali v 5 ml 2TY-Amp100. Nato je sledila prekonočna 
inkubacija pri 37°C in 220 rpm. Naslednji dan smo 2 ml tekoče kulture uporabili za izolacijo 
plazmidov. Izolacija je potekala s komercialnim kitom (GenElute™ Plasmid Miniprep Kit). V 
zadnjem koraku izolacije smo plazmide raztopili v PCR vodi in določili njihovo 
koncentracijo. Izoliran plazmid smo uporabili za transformacijo seva BS-GFP. 
2.2.2 Transformacija bakterije Bacillus subtilis na osnovi naravne kompetence 
Vse metode uporabljene pri transformaciji bakterije Bacillus subtilis so opisane v članku 
Vojcić in sod., (2012). Najprej smo pripravili 10 ml gojišča SpC (minimal culture media),  za 
prekonočno kulturo in inokulirali 10 μl seva, ki smo ga želeli transformirati. Inkubacija je 
potekala 15 ur pri 37 °C. Naslednji dan smo ponovno pripravili sveže gojišče SpC in vanj 
inokulirali prekonočno kulturo, tako da smo v falkonki s spužvastim zamaškom razredčili 
vcepek z gojiščem SpC do OD600 = 0.5. Kulturo smo inkubirali na stresalniku pri 220 obratih 
na minuto (rpm) 3 ure pri 37 °C. Periodično smo merili OD600 in čakali, da kultura pride v 
stacionarno fazo (navadno 3 ure rasti). Nato smo pripravili 10 ml gojišča SpII (angl. 
starvation media). Zmešali smo 3.5 ml kulture s 3.5 ml medija SpII in inkubirali s stresanjem 
pri 220 rpm 2 uri na 37 °C ter spremljali rast z merjenjem OD600. Po dveh urah smo razdelili 
po 500 μl kulture v nove 2-ml mikrocentrifugirke in dodali 10 µl očiščene DNA. Kot 
negativno kontrolo smo vzeli sterilno gojišče SpII, kot pozitivno kontrolo pa smo gojišču 
dodali 3.5 μl plazmida pHT43 (116.68 ng/μl) . Mikrocentrifugirke smo dobro zaprli, dali v 
škatlo in inkubirali na stresalniku 30 minut pri 37 °C in 220 rpm. Nato smo v vsako 
mikrocentrifugirko dodali tekoči LB in inkubirali 30 minut na 37 °C in 220 rpm. Po inkubaciji 
smo mikrocentrifugirke z vzorci centrifugirali, odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 
gojišču LB. To smo naredili z vsemi vzorci. Potem smo 100 μl vzorca nacepili na plošče z 
ustreznimi antibiotiki. Plošče smo inkubirali 2 dni pri 37 °C. 
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2.3 POTRDITEV USPEŠNOSTI TRANSFORMACIJE B. subtilis  
Pripravljeni plazmidni konstrukti so vsebovali  zapis gena za selekcijski marker (rezistenca na 
antibiotik), ki nam je omogočal enostavno selekcijo transformant, ki so uspešno prejele 
plazmid s transformacijo. Mikroorganizem B. subtilis ima določeno nukleotidno zaporedje 
celotnega genoma in vsebuje esencialne, nesencialne gene in nekodirajoče regije. Na mesto 
neesencialnih genov lahko integriramo poljubne gene. Rekombinantna DNA se v genom 
bakterije B. subtilis vgradi s pomočjo mehanizma homologne rekombinacije na mesto, ki jo je 
določala uporabljena homologija (amyE (kodira encim α-amilaze), lacA (kodira encim β 
galaktozidaza) in ywhL (kodira neokarakteriziran protein)) (preglednica 4).  Uspešnost 
genomske integracije plazmida smo potrjevali z metodo PCR, tako da smo na posameznih 
kolonijah pomnoževali zapis za vnešeni gen. Metoda je opisana v nadaljevanju. Uporabljali 
smo začetne oligonukleotide, ki so komplementarne uporabljeni homologni regiji (priloga D).  
2.3.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR)  
Verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR) je metoda, ki temelji na 
pomnoževanju odsekov DNA s pomočjo encima DNA polimeraze (preglednica 5). Metodo 
smo uporabljali za pomnoževanje zaporedja specifičnega gena in za preverjanje uspešnosti 
ustvarjanja mutant z vnešenimi geni. Metoda je sestavljena iz večih korakov. 
Preglednica 5: Primer PCR reakcije 
Temperatura 
(°C) 
Čas (min) Število ciklov Namen 
98 2:00 1 Začetno segrevanje 
98 
Tm* 
72 
0:15 
0:30 
T** 
 
30 
Denaturacija 
Vezava začetnih oligonukleotidov 
Poaljševanje verig DNA 
72 10:00 1 Končno podaljševanje 
4 / 1 Zadrževanje/ Kratkoročno shranjevanje  
*Tm - Temperatura prileganja je odvisna od temperature tališča oligonukleotidov. **Čas podaljševanja je 
odvisen od dolžine pomnožka (za 1 kb je potrebnih 30 s). 
2.3.2 cPCR (ang. colony PCR) in priprava lizatov 
Vsako kolonijo smo resuspendirali v 20 μl pufra TE. Lizate smo pripravili tako, da smo 
kulturo inkubirali v napravi za PCR 10 minut pri 80°C in jo nato takoj prenesli za 10 minut na 
-80 °C. Ta postopek smo ponovili trikrat. Po protokolu za cPCR smo pripravili PCR-
mešanico in ji dodali ustrezne začetne oligonukleotide (priloga D), pomnožili s PCR in jih 
testirali z ločevanjem s pomočjo elektroforeze na agaroznem gelu. 
2.3.3 Agarozna gelska elektroforeza  
Z metodo agarozne gelske elektroforeze ločujemo DNA glede na velikost oziroma število 
baznih parov. Ločevanje molekul DNA poteka v agaroznem gelu, potopljenem v pufer. Pod 
vplivom električnega toka se negativno nabita DNA pomika proti pozitivno nabiti anodi. 
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Molekule se ločujejo na podlagi velikosti. Manjši fragmenti potujejo hitreje, kjer se lažje 
prebijejo skozi zamrežen gel. 
2.3.4 Čiščenje DNA iz agaroznega gela 
S pomočjo kompleta reagentov Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, 
ZDA) smo čistili PCR pomnožke ter DNA iz agaroznega gela po navodilih proizvajalca. 
2.3.5 Meritve fluorescence 
Indukcijo fluorescence proteina GFP smo ugotavljali s spektrofluorometrom Tecan Infinite 
F200 (Tecan, Avstrija) s pomočjo programa Magellan. Tecan Infinite F200 je filtrski 
spektrofluorometer, uporaben za različne teste, pri katerih lahko opazujemo spremembe v 
fluorescenci, luminiscenci in absorbanci. Naprava je primerna za merjenje vzorcev na 
mikrotitrskih ploščah. 
3 REZULTATI 
3.1 POTEK DELA 
Potek eksperimentalnega dela je shematsko prikazan na sliki 2. Delo je bilo opravljeno v 
podjetju Acies Bio. V podjetju je bil že predhodno narejen sev BS-GFP (preglednica 1), tako 
da so najprej v mesto amyE (preglednica 4) starševskega seva Bacilus subtilis AB472 
(preglednica 1) s transformacijo s pomočjo naravne kompetence integrirali linearni fragment 
PCR amyE-L+ gfp + KnR + amyE-R (preglednica 4). Tekom naloge smo uporabljali sev BS-
GFP, ker je bil primeren za ovrednotenje delovanja tehnologije CRISPRi, saj izraža protein 
GFP (poročevalski gen) in je zato mogoče njegovo fluorescenco preprosto kvantificirati s 
pomočjo spektrofotometra. Najprej smo sev BS-GFP transformirali z plazmidom pJMP1 
(preglednica 2). Plazmid pJMP1 vsebuje zapis lacA-L+dCas+-EryR+lacA-R (preglednica 2), 
torej kodira encim dCas9 in se integrira v mesto lacA (preglednica 4) v genom bakterije. 
Transformirani sevi BS-dCas9 (preglednica 1), ki so odporni na kanamicin in eritromicin, 
poleg gena dCas9 izražajo tudi gen gfp (preglednica 4), ki kodira protein GFP. Uspešnost 
integracije gena, ki kodira encim dCas9, smo dokazali z reakcijo PCR (slika 3). V 
nadaljevanju smo s pomočjo bioinformatskih orodij izbrali primerno tarčno sekvenco sgRNA 
(preglednica 3). Izbrano tarčno zaporedje (sgRNA1-GFP) smo skupaj s homologijo za gen 
ywhL (preglednica 4) sintetizirali in uporabili za pripravo rekombinantnega fragmenta (ywhL-
L + sgRNA1-GFP + SpecR + ywhL-R) (preglednica 2). Ta konstrukt smo uporabili za 
transformacijo seva BS-dCas9 (preglednica 1). Pridobili smo nov sev BS-sg9 (preglednica 1), 
ki je bil odporen na antibiotike kanamicin, eritromicin in spektinomicin ter je vseboval genski 
zapis za protein GFP, encim dCas9 in tarčno zaporedje za sgRNA1-GFP. Za primerjavo sevov 
Bacillus subtilis AB472, BS-GFP in BS-sg9 smo v tekočem gojišču LB merili intenziteti 
fluorescence (preglednica 6). Kot je razvidno od meritve (slika 6) pri sevu BS-GFP narašča 
fluorescenca in je za več kot 8-krat večja od izhodnega starševskega seva B. subtilis AB472 
(preglednica 6), kar je posledica uspešnega izražanja vnešenega gena za protein GFP. 
Dodatno je iz preglednice 7 in priloge B razvidno, da sev BS-sg9, ki izraža vse elemente, 
potrebne za delovanje CRISPRi, fluorescira manj kot starševski sev BS-GFP. Fluorescenca 
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seva BS-sg9 se je zmanjšala za več kot 30 % v primerjavi s kontrolnim sevom BS-GFP in je 
opazna tekom celotnega časa kultivacije. Z meritvami smo uspešno kvantificirali izražanje 
gena, ki kodira protein GFP, in s pridobljenimi rezultati dokazali, da smo uspešno uporabili 
tehnologijo CRISPRi v bakteriji Bacilus subtilis AB472. 
 
Slika 2: Shematski prikaz razvoja  končnega seva BS-sg9 v katerem je bila vzpostavljena in ovrednotena 
tehnologija CRISPRi. V sev Bacilus subtilis AB v amyE homologijo je bil vnešen gen gfp. V Pridobljeni sev 
BS-GFP smo v lacA homologijo s pomočjo plazmida pJMP1 vstavili gen za encim dCas9 in tako pridobili sev 
BS-dCas9. Sev BS-dCas9 smo potem transformirali z tarčno zaporedje (sgRNA1-GFP) in pridobili sev BS-sg9.  
3.2 TRANSFORMACIJA seva BS-GFP z dCas9 (pJMP1) 
Izbrani sev BS-GFP (preglednica 1) je že vseboval gen gfp (preglednica 4), mi pa smo sev 
transformirali s plazmidom pJMP1 (preglednica 2)  ki vsebuje gen dCas9. Kolonije smo 
precepili na gojišča LB z ustreznimi antibiotiki in jih inkubirali 1 dan pri 37°C. Pripravili smo 
lizate, naredili cPCR z ustreznimi začetnimi oligonukleotidi in pomnožene fragmente ločili po 
velikosti z elektroforezo na agaroznem gelu. Slika 3 prikazuje agarozni gel po izvedeni 
elektroforezi. Vzorci T1-T4 so transformante, ki so uspešno sprejele plazmid pJMP1, in s 
pomočjo homologne rekombinacije integrirale dCas9 v genoma na mesto gena lacA (1200bp). 
Negativna kontrola, netransformirani sev (BS-GFP), je na sliki označen z GFP. Pozitivna 
kontrola je vzorec plazmida, označen z pJMP1. Uspešno transformirane seve smo shranili v 
20 % glicerolu pri -20 °C. 
 
        
Slika 3: Potrditev transformacije 1. Plazmid pJMP1 (1200bp) se je vgradil v genom bakterije BS-GFP. 
Uporabljena sta bila začetna oligonukleotida ki sta pomnoževala odsek vstaljenega gena. Tistega ki je vseboval 
rezistenco za eritromicin: RT-ery-F in LacA-KO-check F2. 
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Z reakcijo PCR smo potrdili uspešno integracijo inserta dCas9 in prodobili nov sev, ki smo 
ga poimenovali BS-dCas9 (Slika 3). Sev smo transformirali s konstruktom sgRNA1-GFP 
(slika 4). 
3.3 KONSTRUKCIJA FRAGMENTA sgRNA1-GFP 
Izvedili smo ligacijo dveh fragmentov (ywhL-L+sgRNA1-GFP in SpecR+ywhL-R) (slika 4 
desno). Nato smo ligiran fragment pomnožili s PCR in pomnožke ločili z gelsko 
elektroforezo. (slika 4 levo). Produkt PCR fragmenta sgRNA1-GFP je dolg 3500 bp (slika 4 
levo). Pomnožke smo izrezali iz gela in očistili z uporabo komercialnega kompleta reagentov 
za izolacijo in čiščenje DNA. 
 
         
Slika 4: Pomnoževanje fragmenta sgRNA1-GFP pomnožen z reakcijo PCR, dolg 3500bp. Uporabljeni sta bila 
začetna oligonukleotida: ywhL-REPv4-Fw in ywhL-REPv2-Rv  
3.4 TRANSFORMACIJA SEVA BS-dCas9 S PRIPRAVLJENIM FRAGMENTOM 
sgRNA1-GFP 
Očiščen produkt ligacije smo z metodo transformacije vstavili v sev BS-dCas9 (Bacillus  
subtilis z vnešenima genoma za GFP in dCas9). Kolonije, ki smo jih pridobili s 
transformacijo, smo precepili na gojišče z ustreznimi antibiotiki. Transformante smo 
potrjevali s cPCR. Uporabili smo oligonukleotidne začetnike za pomnoževanje regije med 
zapisoma za ywhL-L in ywhL-R (preglednica 4). Pomnožene fragmente smo analizirali z 
ločevanjem po velikosti z elektroforezo na agaroznem gelu. Na sliki 6 so od A do M prikazani 
testirani vzorci. Pomnožki iz transformiranih bakterij so bili dolgi 2700 bp in iz 
netransformiranih 1200 bp. Razliko 1500 bp predstavlja zaporedje med ywhL-L in ywhL-R, ki 
kodira sgRNA1-GFP in SpecR. Vzorec N predstavlja negativno kontrolo, sev BS-dCas9. 
Vzorec O predstavlja pozitivno kontrolo, 20-x redčen in očiščen fragment sgRNA1-GFP 
(slika 5). Uspešno transformirane seve (2700bp) smo shranili v 20-% glicerol pri -20°C. 
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Slika 5: Transformacija B.S-dCas9 z sgRNA1-GFP. Transformante BS-sg9 (2700 bp), BS-dCas9 (1200bp). 
Vzorec N predstavlja negativno kontrolo, sev BS-dCas9. Vzorec O predstavlja pozitivno kontrolo, 20-x redčen 
in očiščen fragment sgRNA1-GFP. Željeni gen se je integriral namesto gena ywhl. Uporabljena sta bila začetna 
oligonukleotida ywhL-REPv4-Fw in ywhL-REPv4-Rv ki sta pomnoževala regijo med ywhL-L in ywhL-R, ki 
kodira sgRNA1-GFP in SpecR.  
Z reakcijo PCR smo potrdili uspešno integracijo inserta sgRNA1-GFP in prodobili nov sev, ki 
smo ga poimenovali BS-sg9 (slika 6). Sev smo uporabili za ovrednotenje sistema CRISPRi. 
3.5 VREDNOTENJE DELOVANJA METODE CRISPRi V SEVU BS-sg9 
Pripravili smo prekonočne kulture sevov B. Subtilis AB472, BS-GFP in BS-sg9. Naslednji 
dan smo prekonočne kulture inokulirali v 5 ml tekočega gojišča LB z ustreznimi antibiotiki (5 
% vcepek). Pomerili smo fluorescenco sevov v različnih časih rasti (0, 3, 4, 5 in 6 ur) pri 
ekscitacijski valovni dolžini 485 nm in emisijski valovni dolžini 535 nm z aparatom Tecan 
Infinite F200 (slika 6). Hkrati smo izmerili še OD600. Pokazali smo, da se je intenziteta 
fluorescence seva BS-sg9 zmanjšala za največ do 37 % v primerjavi s sevom BS-GFP 
(preglednica 8). Tako smo potrdili, da gen za GFP ni prekinjen, temveč je le zmanjšano 
izražanje gena GFP. 
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Slika 6: Intenziteta fluorescence v odvisnosti od časa 
Preglednica 6: Intenziteta fluorescence v odvisnosti od časa 
Fluorescenca (RFU relative 
fluorescence units 0 3h 4h 5h 6h 
Bacillus subtilis AB472 1553 1611±53 1570±57 1523±59 1632±90 
BS-GFP 3529 5939±525 8791±92 11460±1479 13623±1688 
BS-sg9 3079 4548±84 6110±127 8214±239 9815±166 
Preglednica 7: Rast bakterije v odvisnosti od časa 
OD 600 (nm) 0 3h 4h 5h 6h 
Bacillus 
subtilis 
AB472 0.129 0.460±0.007 0.708±0.033 1.014±0.003 1.120±0.031 
BS-GFP 0.133 0.502±0.026 0.762±0.046 1.035±0.022 1.116±0.033 
BS-sg9 0.118 0.359±0.016 0.599±0.009 0.895±0.014 1.015±0.048 
Preglednica 8: Redukcija intenzitete  fluorescence seva B. Subtilis AB472, BS-GFP, BS-sg9 glede na sev BS-
GFP v odvisnosti od časa 
  0h 3h 4h 5h 6h 
Bacillus subtilis AB472 (%) 100 100 100 100 100 
BS-GFP (%) 0 0 0 0 0 
BS-sg9 (%) 23 32 37 33 32 
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4 DISKUSIJA 
Namen naloge je bil ovrednotiti delovanje tehnologije CRSPRi v izbranem sevu Bacillus 
subtilis AB472. Pred pričetkom naloge so v podjetju AcesBio že pripravili sev BS-GFP, v 
katerem se izraža fluorescentin protein GFP, in je bil zato primeren za ovrednotenje delovanja 
tehnologije CRISPRi. V obsegu te naloge smo najprej uspešno pridobili sev BS-dCas9, v 
katerega smo vstavili gen, ki kodira encim dCas9. Nato smo z uporabo bioinformatskih 
programskih orodij izbrali optimalno tarčno sekvenco (sgRNA), ki cilja nukleotidno 
zaporedje znotraj gena za GFP. Načrtovano sintetizirano nukleotidno zaporedje (sgRNA1-
GFP), smo uporabili za pripravo rekombinantnega fragmenta (ywhL-L + sgRNA1-GFP + 
SpecR + ywhL-R ). Ta konstrukt smo uporabili za transformacijo seva BS-dCas9. Pridobili 
smo nov sev BS-sg9, v katerem smo ovrednotili učinkovitost tehnologije CRISPRi v bakteriji 
B. subtilis. Kot reporterski sistem za potrditev uspešnosti delovanja CRISPRi smo uporabili 
GFP, ker ga je najlažje in najhitreje kvantificirati. 
Za primerjavo sevov Bacillus subtilis AB472, BS-GFP in BS-sg9 smo v tekočem gojišču LB 
spremljali hitrost rasti sevov s pomočjo meritev optične gostote pri 600 nm (OD600, 
preglednica 7) in z meritvami razlike v intenziteti fluorescence (preglednica 6). Hitrost rasti 
izbranih sevov skozi čas kultivacije glede na meritve OD600 ni bila popolnoma primerljiva. 
Rast seva BS-sg9 je bila upočasnjena, verjetno zaradi dodatnega gena za rezistenco, oziroma 
zaradi dodatnega antibiotika v gojišču. Kot je razvidno iz preglednice 6 pa je že po treh urah 
kultivacije mogoče opaziti razliko v intenziteti fluorescence med izbranimi sevi. Med rastjo 
seva BS-GFP narašča fluorescenca in je za več kot 8-krat večja od izhodnega starševskega 
seva B. subtilis AB472, kar je posledica uspešnega izražanja vnešenega gena za protein GFP. 
Dodatno je iz preglednice 7 in priloge B razvidno, da sev BS-sg9, ki izraža vse elemente, 
potrebne za delovanje CRISPRi, fluorescira manj kot starševski sev BS-GFP. Fluorescenca 
seva BS-sg9 se je zmanjšala za več kot 30 % v primerjavi s kontrolnim sevom BS-GFP in je 
opazna tekom celotnega časa kultivacije. Z meritvami smo uspešno kvantificirali izražanje 
gena, ki kodira protein GFP, in s pridobljenimi rezultati dokazali, da smo uspešno uporabili 
tehnologijo CRISPRi v bakteriji Bacilus subtilis AB472. 
S tehnologijo CRISPRi so v raziskavah pokazali, da je mogoče v določenih primerih možno 
znižati izražanje gena tudi do 10%, v primejravi z izhodnih sevov (Qi in sod., 2013). Za naše 
nadaljnje delo bi si želeli doseči čim višjo represijo izražanja gena. To bi lahko dosegli z 
uporabo različnih pristopov. V našem eksperimentu smo uporabili samo eno sgRNA, ki deluje 
na matrično DNA. Izbrali smo jo glede na predhodno bioinformatsko analizo nukleotidnega 
zaporedja tarčnega gena za GFP. Glede na to, na katero verigo DNA (kodirajoča ali matrična) 
se kompleks dCas9-sgRNA veže, blokira elongacijo ali iniciacijo polimeraze RNA (Qi in 
sod., 2013). V nadaljnjih evalvacijah tehnologije CRISPRi bi bilo potrebno testirati več 
različnih variant sgRNA, ki bi ciljale več različnih tarč v izbranem genu na matrični ali 
kodirajoči verigi DNA. Tako bi bodisi blokirale začetek prepisovanja v RNA bodisi blokirale 
podaljševanje RNA verige. Namesto ene posamezne sgRNA bi za večjo represijo uporabili 
kombinacijo večih sgRNA hkrati. Poleg tega bi lahko preizkusili tudi še dodatno modificirati 
gen ki kodira encim dCas9, ki je združen s transkripcijskim represorjem KRAB. 
Potencial tehnologije CRISPRi za uporabo v bakteriji Bacillus subtilis vidimo v metabolnem 
inženirstvu predvsem esencialnih genov, pri katerih popolna prekinitev gena ni mogoča. Prav 
tako je tehnologija CRISPRi primerna, kadar želimo zmanjšati izražanje določenega gena oz. 
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konkurenčnih stranskih metabolnih poti z namenom povečanja produkcije tarčnega 
industrijsko zanimivega produkta. 
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PRILOGA A 
Gensko zaporedje ki kodira GFP. Zeleno obarvani del predstavlja tarča za sgRNA1-GFP 
 
GGGCCCTACCGATCGTTTCCTCTTCTTGAAAAGTGACCTCAACAGGGTTAAGAAC
AACTTAATCTACCACTACAATTACCCGTGTTTAAAAGACAGTCACCTCTCCCACTT
CCACTACGATGTATGCCTTTCGAATGGGAATTTAAATAAACGTGATGACCTTTTG
ATGGACAAGGTACCGGTTGTGAACAGTGATGAAAGAGAATACCACAAGTTACGA
AAAGGGCAATAGGCCTAGTATACTTTGCCGTACTGAAAAAGTTCTCACGGTACGG
GCTTCCAATACATGTCCTTGCGTGATATAGAAAGTTTCTACTGCCCTTGATGTTCT
GCGCACGACTTCAGTTCAAACTTCCACTATGGGAACAATTAGCATAGCTCAATTT
TCCATAACTAAAATTTCTTCTACCTTTGTAAGAGCCTGTGTTTGAGCTCATGTTGA
TATTGAGTGTGTTACATATGTAGTGCCGTCTGTTTGTTTTCTTACCTTAGTTTCGAT
TGAAGTTTTAAGCGGTGTTGTAACTTCTACCTAGGCAAGTTGATCGTCTGGTAATA
GTTGTTTTATGAGGTTAACCGCTACCGGGACAGGAAAATGGTCTGTTGGTAATGG
ACAGCTGTGTTAGACGGGAAAGCTTTCTAGGGTTGCTTTTCGCACTGGTGTACCA
GGAAGAACTCAAACATTGACGACGACCCTAATGTGTACCGTACCTACTCGAGATG
TTTATTAGATCT   
 
PRILOGA B 
Prikaz različnih sevov in nihov različni intenzitet fluorescenca. Sev Bacillus subtilis AB472: 
ne fluoriscira. Sev BS-GFP: zelena fluorescenca. Sev BS-sg9: zmanjšan intenzitet 
fluorescence glede sev BS-GFP. 
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PRILOGA C 
Izolirani plazmid pJMP1 (Peters in sod., 2016) je bil rezan z EcoRI. Izolirani plazmid smo 
uporabili za transformacijo seva BS-GFP. 
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PRILOGA D 
Pričakovana velikost produkta PCR pri pomnoževanju z izbranimi začetnimi oligonukleotidi 
Ime začetnega 
oligonukleotida 
Zaporedje Namen Velikost produkta 
PCR 
RT-ery-F TGAAAGCCATGCGTCTGACA cPCR BS-dCas9 WT-ni produkta 
LacA-KO-
check F2 
TCGGCATTTTTGCATGGAGC 
 
Transformanta 
1200 bp 
TwBio Fw GAAGTGCCATTCCGCCTGACCT PCR Fragment 1  (ywh L -L+sgRNA1-
GFP) 
1500 bp 
TwBio Rv CACTGAGCCTCCACCTAGCCT 
 
  
ywhL-REPv4-
Fw 
GTTTACCATCAGCAGCACCC PCR Fragment sgRNA1-GFP 
(Fragment 1 + Fragment 2) (ywhL-L+ 
sgRNA1+ GFP  +  SpecR + ywhL-R) 
3500 bp 
ywhL-REPv2-
Rv 
TGGGACTTGCGATGCTACTG 
 
  
ywhL-REPv4-
Fw 
GTTTACCATCAGCAGCACCC cPCR BS-sg9 WT-1200 bp 
ywhL-REPv4-
Rv 
ACCGACCAACTGCTTCCATTA 
 
Transformanta 
2700 bp 
 
PRILOGA E 
Encim Cas9 ima dve domeni, HNH in RuvC. HNH (cepi gostiteljsko, tarčno verigo, ki je 
komplementarno sgRNA in RuvC (cepi komplementarno verigo). Molekula 
sgRNA:crRNA+tracrRNA usmerja endonukleazo Cas9, da povzroči mestnospecifičen dvojni 
zlom tuje DNA.(prirejeno po Dickinson in  Goldstein, 2016) 
 
